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Fremgangsmater for sekvensanalyse 



Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patents 0 knad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder folgende trinn: 

F0rste trinn tar utgangspunkt i en ren DNA-populasjon bestaende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk mate slik at det 
darmes en populasjon med DNA-molekyler bestaende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestar i a erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det har vaert basepar A-T, settes det altsa inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinnelige baserekkefolgen pi f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om 0nskelig), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekkefolgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed finner man baserekkefolgen i de opprinnelige DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pi DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 



Foreliggende oppfinnelse omhandler fremgangsmater for sekvensanalyse. 



Definision av konvertering: 

I tidligere innseadte utdypninger defmeres konvertering som det a erstatte et eller flere 
basepar med Iengre DNA sekvenser (fragmenter). Det ma imidlertid til&yes at baseparene 
ogsa kan erstattes med andre molekyler/ partikler enn DNA. F.eks. lean man bruke en kjede 
med ulike fluorescerende mikrosferer hvor rekkefelgentilsvarer sekvensen som hat bhtt 
konvertert Ordet «erstatte» er dessuten upresist da man ikke behaver a fjerne sekvensen som 
konverteres. En mer prcsis definisjon av konvertering blir da: 

A konvertere en sekvensbit vil si a feste et eller flere signaler til sekvensbiten/ evt k 
erstatte sekvensbiten helt eller delvis med et eller flere signaled Signalene kan vasre 
partikler med egenskaper som gjOT dem lette a detektere, fceksi.fluorescens. elektrisk 
ladryng s .'uagnetiske/ r^mapnetiske egenskaper eller stBucrelse^Signalene inneholder 
inf ormasjon om sekvensbiten som ear jconvexteflf. 

Signalene kan ogsa vaere lengder. F.eks. kan man bruke en optical mapping strategi hvor hvert 
fragment bestir av en viss lengde som avsluttes med et eller mange like kutteseter. Ytterligere 
variasjon far man ved a bruke ulike restriksjons endonukleaser og a scanne platen mellom 
hvert enzym som brukes, Dermed kan man bade mappe og lese sekvensbiter samtidig. 



Trinn2: konverteringsmetoder 

I tidligere innsendte^ innlegg har jeg vist ulike konverteringsstrategier som har vaert basert pa 
spesifikk gjenkjennelse av baser ved hjelp av Watson-Crick baseparring eller proteiner som 
gjenkjenner spesifikke sekvenser. Det ma imidlertid presiseres at basene ogsa kan gjenkjennes 
pa andre mater, f.eks. ved k bruke PNA. FNA har bla. evnen til & gjenkjenne basepar i 
dsDNA. Konverteringen kan f.eks. besta av en kort sekvens med PNA som gjenkjenner noen 
ft basepar. Samtidig er det festet signalpartikler som tilsvarer sekvensbiten til PNA kjeden: 



Kjede med signalparlilder 




ACCTAGTAGGGTGCTGA 1 " 
TGGATC ATCCC ACGACT A A< 



PNAmolekyls mgjenkjenner 
sekvensen GCTCTACG 

t TGC(5 T G 
C GTCTGGTCTATAG 
-C ACGC AGACC AC AT ATC 



Kgl Eksentpel pS bmk av PNA «1 konvertering, Et FNA molekyl som gjenlgenner sekvaasen GCTCTACG 
hlridiseres til et dsDNA molekyl. Nfir DNA molekylet rettes ut tern man se hvo "^ 
DNA molekylet ved & registrere lokalisasjonen tU signalpaitiklene som er festet til PNA molekylet i forhold til et 
fest referansepunkt p& DNA molekylet (DNA enden, andre signalpartikler, o.L). 
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